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寄 稿
α-メラノサイ ト刺激ホルモンによるプロラクチン分泌の促進作用
一下垂体中葉による前葉機能の制御機構-
高 橋 純 夫 ･松 村 龍 成 ･竹 内 栄
岡山大学理学部生物学科生体制御科学講座
はじめに
晴乳類の下垂体前葉細胞の機能発現は,視床下
部ホルモンや下垂体ホルモンの標的器官から分泌
される末梢ホルモンによって制御 されている｡ そ
の一方､下垂体内には､下垂体由来の成長因子等
による局所的な制御機構,すなわち ｢下垂体内制
御機構｣があると考えられる(Schwartz,2000;
Takahashi,2004)0 ｢下垂体内制御機構｣ は,視
床下部･標的器官系による中軸的制御機構 とは独
立に機能するのではなく,相互に情報を交換 し協
調的に下垂体機能の制御にあたると考えられる｡
この ｢下垂体内制御機構｣は､下垂体前葉に認め
られる機構であり､実例 としてマウス下垂体の成
長ホルモン産生細胞において発現 しているイン
ス リン様成長因子 Ⅰ(IGF-Ⅰ)に着 目し,副 腎皮質
刺激ホルモン(ACTH)産生細胞の機能制御を明ら
かに した(Hondaeta1.,2003).本稿では､下垂
体中葉ホルモンであるα-メラノサイ ト刺激ホ
ルモン (α-MSH)が､前葉ホルモンの一つである
プロラクチン分泌を促進することを示 し､下垂体
中葉による前葉機能の局所的制御機構の実例を紹
介 していきたいO
α-MSH､β-MSH,γ-MSHおよびACTHは､プロ
オビオメラノコルチンを前駆体とするホルモンで､
メラノコルチンと総称 される｡ ラットやマウスの
下垂体前葉においてはACTHが､下垂体中葉におい
てはα-MSHが産生されている｡ 下垂体中葉由来
のα-MSHの生理的な役割は不明であったが､
我々の研究も含めて最近の研究によりα-MSHが
下垂体前葉機能の制御に関係することが明らかに
なってきた｡
メラノコルチンは､メラノコルチン受容体を介
して様々な生理作用を制御 している｡ メラノコル
チン受容体には 5種類のサブタイプがあり､マウ
スの下垂体前葉にはメラノコルチン 3受容体
(MC3-氏)が発現 している (Morookaela1.,1998)0
我々は､1'DSl'tuhybridizationと免疫組織化学
の併用により､マウス下垂体前葉における MC3-氏
mRNA発現細胞を解析 したところ､プロラクチン産
生細胞 と成長ホルモン産生細胞にMC3-RmRNAが発
現 していることがわかった (Matsumuraeta1.,
2003)｡このことから､α-MSHはプロラクチン産
生細胞に発現するMC3-Rを介してプロラクチン産
生細胞の機能を制御することが示唆される｡ そこ
で､本稿においてはα-MSHのプロラクチン産生
細胞に及ぼす作用について､マウス下垂体前葉の
初代培養系を用いて解析をした｡また､MC3-Rと
メラノコルチン4受容体 (MC4-R)の特異的阻害
剤である SHU9119(Schiothet81.,1999)を用
いて､α-MSHが作用する受容体の種類を解析 し
た｡
材料と方法
マウス下垂体前葉細胞の初代培養
2-3ケ月齢の ICR系雄マウスから下垂体前葉
を採取 した｡下垂体前葉細胞を0.5% トリプシン
と EDTAにより単一細胞に解離 した(Oomizuet
a1.,1998)｡前葉細胞は､Dulbecco改変の Eagle
培地とHamのF12培地を 1対 1に混合 した培養液
を用いて無血清的に培養 した｡
RNA抽出とMC3-氏mRNAの解析
下垂体か ら RNA を ChomczynskiandSacchi
(1987)の方法により抽出しNorthern分析を行っ
た｡プローブは 32p-dCTP標識されたマウス MC3-冗
cDNAを用いた｡
プロラクチンの定量
培養液 中のプ ロラクチンは､米国 National
HormoneandPituitaryProgram(NHPP)より供与
されたキッ トを用いて酵素免疫定量法により測
定した｡プロラクチンはビオチンで標識 し､プロ
ラクチ ン量 は ､NHPP供 与の標 準品 (NIDDK-
mpRL-Rp-AFP-6467C)の重量で表 した｡
DNA合成細胞 とプロラクチン産生細胞の検出
下垂体前葉細胞は､24ウェルの培養プ レー ト
を用い､poly-L-1ysine (SigmaChemicalCo.)
により表面処理 したカバーガラス上で培養 した｡
DNA合成細胞はbromodeoxyuridine(BrdU)の核-
の取 り込みを免疫組織化学的に検出することに
より同定 し､プロラクチンは免疫組織化学的に検
出した(Oomizueta1.,1998)O BrdUの検出には､
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図 1 成獣雌マウスにおけるMC3-RmRNAの
Northertn分析による解析
アマシャム社製キットを用い､プロラクチンの検
出にはシキボウ製抗マ ウス ･プロラクチン抗体
(mp-001P) を用いた｡
ホルモン処理と MC3-R と MC4-Rの特異的阻害剤
SHU9119処理
培養開始 2日目から下垂体前葉細胞にα-MSH
(SigmaChemicalCo,)を添加 した｡ α-MSH作用
の時間的変化を調べるために､6時間ごとに培養
液を採取しプロラクチン含量を定量 した｡SHU9119
(phoenixPharmaceuticals,Inc.) は､培養液に
溶解 して下垂体前葉細胞に作用させた (10~6M)0
下垂体前葉細胞の計測と統計処理
カバーガラス上で培養 した下垂体前葉細胞を免
疫組織化学的染色後に光学顕微鏡を用いて､各カ
バーガラスより 1000細胞以上を観察し免疫陽性
細胞を調べた｡データは分散分析法とDunnettの
多重比較により解析 した｡ α-MSH のプロラクチ
ン分泌の促進効果の解析については､処理群 と対
照群の比較は Studentの tテス トを用いたO
結果
下垂体前葉細胞における MC3-RmRNAの発現
成獣雌マウスの視床下部､下垂体前葉および下
垂体中 ･後葉から RNAを抽出 し､MC3-RmRNAの
発現をNorthern分析 した｡下垂体前葉および下
垂体中 ･後葉には視床下部に発現するmRNAと同
サイズ(2.7kb)の MC3-氏mRNAが発現することが
わかった (図 1) 0
α-MSHのプロラクチン分泌に及ぼす効果の解析
成獣雄マウスから採取 した下垂体前葉細胞を用
いて､α-MSH のプロラクチン分泌に及ぼす効果
を解析 した｡ α-MSH (lo一aM)を培養液に添加 し
6時間毎のプロラクチン分泌量を測定した｡
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図 2 マ ウス下垂体前葉細胞におけるα-MSHによる
プロラクチン分泌の促進作用の解析
(A) α-MSH(10ー8M)を投与し (0時)､6時間毎のプ
ロラクチン濃度 を測定 した｡ # :pく0.05,投与前
の値 と有意の差 ;*:pく0.05,対照群 と有意の差
(B) α-MSH投与 6時間後におけるプロラクチン濃度
の解析 *:pく0.05,0Mと有意の差
α-MSH処理によって､培養液中のプロラクチン
濃度は､0-6時間と6-12時間において対照群に
比較 して有意に増加 していた (図 2A,pく0.05)0
また､α-MSH処理 6時間後におけるα-MSHの用
量作用についても調べたところ､ α-MSH添加量
の増加につれてプロラクチン濃度は増加 していた
(図 2B)0
28
?
??
?
?? ?? ?
?
? ? ? ?? ? ?
?
????
???
???? ? ?
-:-こ=-i:i-:-:L=:I-;_I=-:: =--
図 3 SHU9119によるα一MSHのプロラクチン分泌
促進作用の阻害の解析
*:pく0.05,対照群 (control)と有意の差
MC3-Rの阻害剤 sHU9119によるα-MSH作用の阻
害
α-MSH のプロラクチン分泌促進作用に及ぼす
sHU9119作用を解析 した (図 3).SHU9119(10~6M)
は､単独ではプロラクチン分泌に効果はなかった
が､ α-MSH(10~8M) によるプロラクチン濃度の
増加を阻害 した｡
α-MSHのプロラクチン細胞の増殖作用
α-MSH のプロラクチン細胞の増殖に及ぼす効
果を解析 した｡培養 した下垂体前葉細胞には､核
に BrdU を取り込んだプロラクチン産生細胞が観
察され (図4A;矢印)､プロラクチン産生細胞が､
DNAを合成 し､分裂 していることが示された｡ α
-MSH は BrdU の核-取 り込んだプロラクチン産
生細胞数を有意に増加 させた (図48,pく0.05)0
sHU9119 (10-6班)は､単独では効果はなかったが､
α-帆SH (10-8M)によるプロラクチン産生細胞の
DNA合成細胞数の増加を阻害 した (図4C)0
考察
ラットにおいて下垂体中 ･後葉にプロラクチン
分泌 を促進する因子が存在 し (MuraiandBen-
Jonathan,1990;Ellerkmann etall,1991)､そ
の促進因子の候補物質として α-MSHが考えられ
てきた (Hilleta1.,1993)｡本研究によりメラ
ノコルチンの一つであるα-MSHが､下垂体前葉
のプロラクチン産生細胞に発現するMC3-Rを介 し
て､プロラクチンの分泌を刺激するとともに DNA
合成を促進することが明らかになった｡
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図4 (A)BrdUを取 り込んだプロラクチン産生細胞
(矢印) スケールは 20〝m,
(B)α-MSHによるプロラクチン産生細胞にお
けるDNA合成促進作用の解析
*:pく0.05,対照群 と有意の差
(C)sHU9119によるα-MSHのプロラクチン産生
細胞における DNA合成促進作用の阻害の解析
*:pく0,05,対照群 (Control)と有意の差
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MC3-Rは､α-MSHをリガン ドとするメラノコル
チン受容体の一つである｡ MC31Rは､視床下部ニ
ューロンに発現することが知られていたが､本研
究により､下垂体前葉､中 ･後葉においても視床
下部に発現する mRNAと同じサイズの MC3-RmRNA
が検出されたことから､下垂体細胞においても視
床下部ニューロンと同じMC3-Rが発現 しているこ
とが示唆された｡IDS1'tuhybridizationを用い
た我々の解析により､前葉においては､α-帆SH
はプロラクチン産生細胞と成長ホルモン産生細胞
に発現し､中 ･後葉においては中葉のα-MSH産
生細胞 に発現 してい る こ とが わ か ってい る
(Matsumuraeta1.,2003)｡したがって､α-MSH
はプロラクチン産生細胞に直接作用 してプロラク
チン分泌や細胞増殖を制御 していることが示唆さ
れる｡成長ホルモン産生細胞や α-MSH産生細胞
にもMC3-Rの発現が示唆 されるが､両細胞におけ
るα-MSHの生理作用は不明であり今後の解析が
必要である｡
晴乳中のラットにおける吸飲刺激によるプロラ
クチン分泌の増加はα-MSHによることが報告さ
れている (Hilleta1.,1991) O さらに､発情ホ
ルモンによるプロラクチン分泌の増加には､下垂
体中 ･後葉が存在することが必要である (Murai
andBen-Jonathan,1990)｡本研究では､下垂体細
胞培養系においてα-MSHは用量依存的にプロラ
クチン分泌を促進 し､α-MSH作用は投与後 12時
間まで認められることを初めて明らかにしたもの
であり､本研究の結果は､α-MSHが生理的なプ
ロラクチン分泌促進因子であることを強く支持 し
ている｡
α-MSHは､プロオビオメラノコルチンよりプ
ロセ ッシングにより生成される｡ 下垂体において
は､α-MSHは主に中葉細胞で産生 されるC 中葉
のα-MSHの合成と分泌は視床下部の ドー パ ミン
によって制御 されている｡ 中葉で分泌されたα-
MSHは､中葉から前葉に流れる血管系 (Murakami
eta1.,1985)を経由して前葉に運ばれ､前葉細胞
機能を制御すると考えられる｡
晴乳中の雌ラットではプロラクチン産生細胞数
が増加 し､プロラクチン分泌も高まっている｡ 晴
乳中の雌マウスの下垂体中 ･後葉のプロオビオメ
ラノコルチンmRNAを定量したところ､非晴乳中の
マウスに比較 して有意に増加 していた(未発表)0
このことから､晴乳中の雌マウスではα-MSHの
産生が増加 していることが推察され､このα-MSH
の増加が下垂体前葉からのプロラクチン分泌の冗
進やプロラクチン産生細胞の増加に関係 している
と考えられる｡
本稿では､下垂体中葉由来のα-MSHが､前葉
のプロラクチン産生細胞の機能を制御する機構が
存在する可能性を示 した｡プロラクチンの分泌は､
主に視床下部弓状核 ドー パ ミンと発情ホルモンに
より制御されている｡ 中葉のα-MSHによる制御
機構は､晴乳時などの大量なプロラクチン分泌が
必要なときに､プロラクチン産生細胞数を増加 さ
せ､プロラクチン分泌を高める補助的な機構であ
ると考えられる｡ 我々は､｢下垂体内制御機構｣と
して､前葉内における細胞間の局所制御機構を明
らかにしてきたが､本稿ではさらに中葉と前葉の
間に機能的相関が存在する可能性を示唆 した｡
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